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ABSTRAKT 
 
Tato práce popisuje vlastnosti a využití odpadů rostlinného původu, které vznikají 
při průmyslovém zpracování, a upřesňuje jejich složení. Kultivací určitých mikroorganismů 
na těchto materiálech jsou produkovány enzymy, které mohou mít průmyslové využití. 
V experimentální části je sledována pomocí vybraných mikroorganismů produkce enzymů 
na použitém odpadním materiálu - hroznové výlisky. 
Odpady, jejich zpracování a využití je a bude neustále velmi diskutované téma 
v naší společnosti. 
  
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
This thesis describes properties and utilization and specifies the composition of organic 
plant waste produced during industrial processing. By cultivation of specific micro-organisms 
from this waste material it is possible to produce enzymes that have further beneficial 
industrial utilization. 
The experimental part of this thesis deals with the production of enzymes from the applied 
waste material - grape pomace - with the help of chosen micro-organisms. 
Waste, its processing and utilization is and always will be a key issue in our society. 
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1 ÚVOD 
V dnešní době jsou odpady zemědělského a potravinářského průmyslu dostupné ve velkém 
množství všude na světě a velkou měrou se stávají i nebezpečné pro zdraví. Většina těchto 
odpadů obsahuje celulosu (30 - 40 %), hemicelulosu (xylan 20 - 40 %) a lignin (20 - 30 %). 
Proto tyto odpadní materiály mají široké využití jako substráty pro mikrobiální růst 
a z toho vyplývající syntézu vhodných vedlejších produktů [1, 2]. 
Odpady ze zemědělského a potravinářského průmyslu nejsou vždy vhodné jako krmivo 
pro zvířata, protože jsou příliš vláknité na to, aby mohly být zvířaty stráveny. 
Avšak významný podíl těchto odpadů tvoří polysacharidy, například (např.) celulosa, která je 
rychle rozložitelná mikroorganismy [2]. 
Zemědělské a průmyslové odpady jsou příčinou znečištění životního prostředí. Velké 
množství je na zemědělské půdě ponecháno k odbourání pomocí mikroorganismů jako jsou 
bakterie a houby [3]. 
Zemědělský odpad  hlavně ve formě celulosy, která je nejvíce vydatná na obnovitelnou 
biomasu v biosféře, je využíván mikroorganismy k produkci biologicky aktivních látek. 
Kukuřičná sláma, proso, obilí a rýžové slupky jsou zemědělskými odpady, 
které jako  fermentační substrát využívá Aspergillus niger k produkci velkého množství 
celulolytických enzymů [3]. 
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2 ODPADY Z POTRAVINÁŘSKÝCH A JINÝCH PRŮMYSLOVÝCH 
VÝROB ROSTLINNÉHO PŮVODU 
 
2.1 Rostlinná buňka  
Rostlinná eukaryotická buňka je tvořena buněčnou stěnou (BS) na povrchu a buněčným 
obsahem - protoplastem. Protoplast je ohraničen jednoduchou cytoplazmatickou 
biomembránou - plazmalemou a obsahuje cytoplazmu s jádrem a ostatními buněčnými 
organelami, soustavou membrán, vakuolami, sférozómy a metaplazmatickými součástmi - 
inkluzemi. Všechny tyto části jsou rozptýleny v základní substanci - cytozolu - 
cytoplazmy [4].  
K organelám je řazeno především jádro, plastidy a mitochondrie, které jsou ohraničeny 
dvojjednotkovou membránou, zatímco ribozómy, vakuoly, diktyozómy (z nichž se skládá 
Golgiho aparát), endoplazmatické retikulum a některé další ohraničují jednoduché membrány. 
Z uvedených struktur buňky lze optickým mikroskopem dobře sledovat buněčnou stěnu, jádro 
s jadérky, plastidy a vakuoly, případně některé buněčné inkluze jako škrobová zrna, krystaly 
a olejové krůpěje [4].  
U živých rostlinných buněk se cytoplazma zpravidla pohybuje a toto proudění se označuje 
jako cyklóza. Zprostředkuje rychlou výměnu látek uvnitř buňky. Rozlišuje se rotace 
cytoplazmy, kdy se obsah buňky pohybuje jedním směrem podél BS kolem centrální vakuoly, 
a cirkulace, kdy cytoplazma proudí různými směry kolem stěn, ale i v praméncích 
mezi vakuolami [4]. 
 
 
 
Obr. 1 Schéma rostlinné buňky [5] 
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2.1.1 Rostlinná buněčná stěna 
Přítomnost BS je jednou z charakteristik odlišujících rostlinnou buňku od živočišné. 
BS omezuje velikost protoplastu a zabraňuje narušení buňky při zvětšování souvisejícím 
s příjmem vody vakuolou. Je významná při absorpci, transportu a sekreci látek v rostlinách, 
vnímání signálů v interakci s patogeny a symbionty, má klíčovou úlohu v morfogenezi 
rostlin [4]. 
BS sestává ze čtyř skupin polymerů: celulosy, pektinu, hemicelulosy a proteinů. Stavbu BS 
rostlinných buněk určuje celulosa. Celulosová kostra BS je prostoupena matrix necelulosních 
molekul, hemicelulosy a pektinových látek. Důležitou složkou je glykoprotein, označovaný 
jako extenzin, dále se ve stěnách mnoha buněk vyskytuje lignin (sloužící ke zpevnění BS) 
a tukové látky - kutin, suberin a vosky, zabraňující ztrátám vody z rostlin impregnací BS. 
Mimo to mohou být BS inkrustovány anorganickými látkami, např. SiO2 nebo CaCO3 [4]. 
V rostlinných buňkách byly zjištěny dvě vrstvy BS: střední lamela a primární stěna. 
Střední lamela, složená hlavně z pektinových látek, se nachází mezi primárními stěnami 
přilehlých buněk. Proces lignifikace BS začíná právě ve střední lamele a pokračuje 
na primární, případně sekundární stěně. Primární stěna je složena hlavně z celulosy, 
hemicelulos, pektinových látek (důležité pro plasticitu BS) a glykoproteinu. Ve stěně buněčné 
se často vyskytují ztenčeniny, takzvaně (tzv.) tečky, nebo dvůrkaté ztenčeniny, tzv. dvojtečky, 
kterými procházejí cytoplazmatické praménky - plazmodesmy, spojující živé obsahy 
sousedících buněk [4].  
U některých buněk se v průběhu vývoje vytváří i sekundární BS. K jejímu vytvoření 
dochází většinou po ukončení růstu buňky, kdy primární stěna není schopna dalšího plošného 
růstu. Sekundární BS obsahuje hlavně celulosu a lignin, pektinové látky a glykoprotein 
zde chybějí. Je tudíž neelastická. Proto jsou sekundární stěny důležité u specializovaných 
buněk sloužících ke zpevňování a k vedení vody. U těchto buněk protoplast po vytvoření 
sekundární BS odumírá [4].  
BS může růst do tloušťky (apozicí - vrstvením celulosních mikrofibril) nebo do plochy 
(intususcepcí - vmezeřováním, vkládáním nových mikrofibril do již existující 
struktury BS) [4]. 
Rostlinné BS jsou mnohem silnější než plazmatická membrána. Přesné chemické složení 
stěny se druh od druhu, jeden buněčný typ od jiného typu stejné rostliny liší, základní plán BS 
je však neměnný [6]. 
 
 
 
Obr. 2 Stěny rostlinných buněk [6] 
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2.2 Polysacharidy buněčné stěny 
 
2.2.1 Celulosa 
Celulosa je v přírodě nejrozšířenější organickou sloučeninou. Vyskytuje se jako základní 
strukturní polysacharid BS vyšších rostlin. Nachází se také v zelených řasách, houbách 
a výjimečně i ve stěnách buněk jednoduchých mořských bezobratlých živočichů [7]. 
Homoglukan celulosa je vysokomolekulární lineární polymer D-glukosových jednotek 
vázaných glykosidovými vazbami β-(1→4). Každá z vázaných glukosových jednotek 
v řetězci je otočena vzhledem k předchozí a v této poloze je udržována intramolekulárními 
vodíkovými vazbami mezi hydroxyskupinami na C-3 a kyslíkem pyranosového cyklu 
a mezi hydroxyskupinami na C-2 a C-6. Stupeň polymerace je až 15 000 [7]. 
Jednotlivé makromolekuly celulosy interagují prostřednictvím vodíkových vazeb vzájemně 
a tvoří ve stěnách rostlinných buněk více či méně uspořádané třírozměrné struktury, 
které se nazývají celulosová vlákna nebo celulosové mikrofibrily [7]. 
Celulosa tvoří v potravinách značný podíl neškrobových polysacharidů. V ovoci a zelenině 
bývá přítomno kolem 1 - 2 % celulosy, v obilovinách a luštěninách 2 - 4 %, v pšeničné mouce 
0,2 - 3 %. Celulosa tvoří 40 - 50 % dřevní hmoty, 80 % lněných, 90 % bavlněných vláken [7]. 
Celulosa je nerozpustná ve vodě, zředěných kyselinách, zásadách a většině rozpouštědel. 
Celulosa se rozpouští v koncentrovaných kyselinách, neboť podle podmínek (koncentrace 
kyseliny, teplota) dochází k hydrolýze na rozpustné fragmenty s kratším řetězcem, disacharid 
cellobiosu, případně až na D-glukosu [7].  
 
 
 
Obr. 3 Primární struktura celulosy [7] 
 
2.2.2 Hemicelulosy 
Termín hemicelulosy je společným názvem pro strukturní necelulosové polysacharidy 
buněčných rostlin, které vyplňují prostory mezi celulosovými vlákny. Mezi hemicelulosy 
se řadí dvě hlavní skupiny polysacharidů - heteroglukany a heteroxylany [7]. 
 
2.2.2.1 Heteroglukany 
Hlavními strukturními heteroglukany, které se řadí mezi hemicelulosy, jsou xyloglukany 
a β-glukany [7]. 
 
• Xyloglukany 
Základem molekuly xyloglukanů je β-D-(1→4)-glukan s jednotkami D-xylopyranosy 
v postranních řetězcích, které jsou vázány na glukosu α-(1→6) glykosidovými vazbami. 
Na rozdíl od příbuzných rezervních xyloglukanů, přítomných v semenech rostlin, obsahují 
strukturní xyloglukany zbytek D-galaktosy vázaný na D-xylosu blízko redukujícího konce 
polysacharidu vazbami β-(1→2). Také mohou obsahovat L-fruktopyranosu vázanou 
na galaktosu α-(1→2) vazbou [7].  
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Xyloglukany hemicelulosového typu (strukturní xyloglukany) jsou dominantními 
hemicelulosami BS dvouděložných rostlin, kam se řadí ovoce, většina zelenin, okopaniny 
a l
β-glukany se nacházejí v BS vyšších rostlin a ve větším množství 
v se en ch obilovin (ječmen, oves) [7]. 
aké vyšší houby, plísně a kvasinky [7].  
h 
po
1→4), tím nižší je rozpustnost polymerů. Nejvíce rozpustné jsou polymery 
ob
Heteroxylany jsou hlavními polysacharidy primárních BS jednoděložných rostlin (jejich 
 signifikovaných buněk jednoděložných i dvouděložných rostlin, 
kte
vazbami β-(1→4). Terminální jednotkou je α-L-arabinofuranosa. Většina 
xy
ou xylosové 
jed
sah xylosy 52 - 60 %, 
ara
kózní disperze. Rozdíly v rozpustnosti závisí 
na
uštěniny. U jednoděložných rostlin, kam náleží některé zeleniny (cibulové zeleniny, chřest) 
a především obiloviny, jsou přítomny v menším množství [7]. 
 
• β-Glukany 
Polysacharidy nazývané 
m ech některý
Příbuzné polymery, které se nazývají β-glukany nebo β-(1→3), (1→6)-D-glukany 
nebo β-glukany se smíšenými vazbami, syntetizují t
Tyto hemicelulosy se vyskytují v zanedbatelném množství v BS dvouděložných rostlin, 
ale ve větším množství se nacházejí v BS obilovin, kde tvoří až 30 % sušiny neškrobovýc
lysacharidů [7]. 
Rozpustnost β-glukanů ve vodě závisí především na jejich struktuře. Čím více je 
v molekule vazeb (
sahující asi 30 % vazeb (1→3) a 70 % vazeb (1→4); jejichž řetězec je složen 
z 2 - 3 jednotek β-D-glukosy spojených vazbami (1→4), mezi nimiž se nachází jednotka 
vázaná vazbou (1→3). Rozpustnost β-glukanů se zvyšuje s teplotou. β-glukany vázané 
na proteiny jsou nerozpustné [7]. 
 
2.2.2.2 Heteroxylany 
vegetativních částí) a
ré mají jako složky potravy značný význam. Jsou zastoupeny v lodyhách rostlin a dřevní 
hmotě [7]. 
Hlavní řetězec heteroxylanů je tvořen D-xylanopyranosovými jednotkami vzájemně 
vázanými 
losových jednotek řetězce není substituována, některé jsou substituovány 
α-L-arabinofuranosou vázanou vazbami (1→3), méně často vazbami (1→2). Xylosa bývá 
substituována také dvěma molekulami arabinofuranosy (na C-2 a C-3), která tvoří i krátké 
postranní řetězce spojené prostřednictvím vazeb (1→2), (1→3) nebo (1→5) [7]. 
Některé heteroxylany (např. heteroxylany otrub) bývají na C-2 xylosových zbytků 
acetylovány. V molekulách heteroxylanů se také vyskytují úseky, ve kterých js
notky substituovány dvakrát, jednou nebo jsou nesubstituované [7]. 
S ohledem na primární strukturu se tyto heteroxylany nazývají arabinoxylany a často 
dosud také starším názvem pentosany. Heteroxylany mají průměrný ob
binosy 36 - 46 %, glukosy 1,5 - 4,8% [7]. 
Arabinoxylany mají vysokou schopnost vázat vodu. Některé frakce arabinoxylanů jsou 
ve vodě rozpustné a tvoří mimořádně vis
 stupni větvení. Rozpustnější jsou více větvené molekuly [7]. 
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2.2.3 Pektin 
Pektiny jsou skupinou značně polydisperzních polysacharidů o proměnném složení. 
Nacházejí se v pletivech vyšších rostlin jako součást stěn primárních buněk a mezibuněčných 
prostor. Vznikají a ukládají se hlavně v raných stádiích růstu, kdy se zvětšuje plocha BS. 
Přítomnost pektinů a jejich změny během růstu, zrání, skladování a zpracování mají značný 
vliv zejména na texturu ovoce a zeleniny [7]. 
Základní struktura pektinů je tvořena lineárním řetězcem, který je složen 
z 25 - 100 jednotek D-galakturonové kyseliny spojených vazbami α-(1→4). Tento polymer 
se často nazývá polygalakturonová kyselina. Jednotky galakturonové kyseliny jsou 
do různého konce esterifikovány methanolem, některé α-D-galaktopyranuronáty 
nebo methyl-(α-D-galaktopyranuronáty) jsou acetylovány v poloze C-2 nebo C-3. Volné 
karboxylové skupiny kyseliny galakturonové mohou být neutralizovány různými kationy [7]. 
Stupeň esterifikace (methylace) je definován jako % esterifikovaných karboxylovaných 
skupin. Je-li stupeň methylace > 50 %, hovoří se o vysokomethoxylových 
nebo vysokoesterifikovaných pektinech, je-li < 50 %, jedná se o nízkomethoxylové 
neboli nízkoesterifikované pektiny [7]. 
Lineární sekvence jednotek α-D-galakturonové kyseliny jsou ukončeny jednotkou 
α-L-rhamnopyranosy vázané glykosidovou vazbou α-(1→2). Obsah rhamnosy v pektinech 
bývá 1 - 4 %. Tyto polysacharidy (příslušné úseky molekul pektinů) se nazývají 
rhamnogalakturonany [7]. 
Pektiny obsahují kromě hlavních řetězců galakturonové kyseliny přerušované rhamnosou 
ještě řadu neutrálních cukrů v postranních řetězcích. V největším množství je přítomna 
L-arabinosa a D-galaktosa, méně často D-xylosa, D-glukosa, D-mannosa, L-fruktosa 
a D-glukonová kyselina, vzácně 2-O-methyl-D-xylosa, 2-O-methyl-L-fukosa, D-apiosa, 
3-C-karboxy-3,5-dideoxy-L-xylosa a 2-keto-3-deoxy-D-manno-oktulosonová kyselina [7]. 
Obecným termínem pektinové látky se dnes označují dříve rozlišované kategorie, což jsou 
polygalakturonáty s větším počtem methoxylových skupin (pektinové kyseliny), jejich soli 
pektinany, neesterifikované polygalakturonáty, tzv. pektové kyseliny a jejich soli pektáty 
a také doprovodné neutrální polysacharidy (arabinany a arabinogalaktany různých 
struktur) [7]. 
Pro nerozpustné nativní pektiny BS asociované s celulosou se používá název protopektiny. 
Enzymovou hydrolýzou komplexem enzymů zvaných protopektinasa se přeměňují na více 
či méně rozpustné nízkomolekulární pektinové látky [7]. 
Pektiny se nacházejí prakticky ve všech druzích ovoce a zeleniny. Jejich obsah však není 
vysoký, v ovocné dužině kolísá okolo 1 % [7]. 
Pektiny jsou obecně nerozpustné ve vodě a nerozpustné ve většině organických 
rozpouštědel. Rozpustnost ve vodě klesá s rostoucí molekulovou hmotností a stupněm 
esterifikace karboxylových skupin [7]. 
K hydrolýze pektinových látek dochází působením enzymů [7].  
 
 
 
Obr. 4 Základní struktura pektinů [7] 
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2.2.4 Lignin 
Lignin je kopolymerem fenylpropanových jednotek odvozených od ferulylalkoholu 
(neboli koniferylalkoholu), p-kumarylalkoholu a sinapylalkoholu. Tyto fenylpropanové 
jednotky (převládají trans-isomery) jsou nepravidelně vázány do trojrozměrných struktur 
etherovými vazbami (C-O-C) nebo vazbami mezi dvěma atomy uhlíku (C-C) [7]. 
Lignin je kovalentně vázán na polysacharidy buď přímo prostřednictvím cukerných 
zbytků, nebo nepřímo prostřednictvím ferulové kyseliny, kterou jsou některé polysacharidy 
(např. arabinoxlany) esterifikovány [7]. 
Lignin je jednou z hlavních komponent dřevní hmoty, kde tvoří asi 25 % biomasy. 
Podobné složení mají také skořápky ořechů. V menším množství je lignin součástí vlákniny 
ovoce, zelenin a obilovin. Stěny primárních buněk lignin prakticky neobsahují. Vysoký obsah 
je ve stěnách signifikovaných sekundárních buněk, které obsahují kolem 8 % ligninu [7]. 
Lignin se v malém množství vyskytuje i v lihovinách zrajících v dubových sudech, 
kam se dostává výluhem ze dřeva. Během zrání lihovin vznikají z ligninu některé fenolové 
sloučeniny, které se uplatňují jako složky aróma [7]. 
 
 
 
Obr. 5 Základní struktura ligninu [7] 
 
2.3 Enzymy rozkládající rostlinný materiál 
Hlavní degradační cesty lignocelulosy jsou založeny na působení hydrolytických enzymů. 
U mikroorganismů jsou rozlišovány dva typy extracelulárních enzymatických systémů. 
Hydrolytický, který produkuje enzymy hydrolasy, jež jsou zodpovědné za degradaci celulosy 
a hemicelulosy, a specifické oxidační extracelulární lignolytické enzymy, 
které depolymerizují lignin. Na degradaci pektinu se podílejí pektolytické enzymy [8]. 
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2.3.1 Celulolytické enzymy 
Celulosa je štěpena komplexem celulolytických enzymů některých mikroorganismů 
(bakterií a plísní) a hub nazývaných celulasy, které v přírodě rozkládají odumřelé rostliny [7].  
 
2.3.1.1 Endoglukanasa 
Endoglukanasy (endogenní enzymy) náhodně hydrolyzují vnitřní vazby celulosového 
řetězce. Štěpí intramolekulární β-(1→4)-D-glykosidové vazby za vzniku glukooligosacharidů 
a cellobiosy. Na stanovení aktivity endoglukanas se jako substráty používají rozpustné 
celulosové deriváty s vysokým stupněm polymerace, jako je karboxymethylcelulosa (CMC). 
Endoglukanasy výrazně snižují viskozitu CMC hydrolýzou díky intramolekulární degradaci 
vazeb. Aktivita endoglukanas může být měřena na základě snížení viskozity substrátu, 
anebo na základě nárůstu redukujících skupin [7, 9]. 
 
2.3.1.2 Exoglukanasa 
Exoglukanasa (exogenní enzym) štěpí přístupné konce molekul celulosy. Degraduje vazby 
β-(1→4) od neredukujícího konce řetězce za vzniku oligosacharidů a cellobiosy [7, 9]. 
Avicel (modifikovaná celulosa) se používá pro měření exoglukanasové aktivity. 
Enzymy, které vykazují malou aktivitu na rozpustnou CMC, ale relativně vysokou aktivitu 
na avicel, jsou obvykle identifikovány jako exoglukanasy [10]. 
 
2.3.1.3 β-Glukosidasa 
β-D-glukosidasa odštěpuje z parciálně hydrolyzované celulosy cellobiosu a vyšší 
oligosacharidy hydrolyzuje na β-D-glukosu. Rychlost hydrolýzy se zvyšováním 
polymeračních stupňů substrátu zřetelně klesá [7, 9].  
Na stanovení aktivity β-D-glukosidasy lze využít širokou škálu jednoduchých citlivých 
metod, založených na změně zabarvení nebo vzniku fluoreskujících produktů, uvolňujících 
se z p-nitrofenyl β-D-1,4-glukopyranosidu, β-naftyl-β-D-glukopyranosidu, 
6-bromo-2-naftyl-β-D-glukopyranosidu a 4-methylumbelliferyl-β-D-glukopyranosidu [9]. 
 
2.3.2 Pektolytické enzymy 
K hydrolýze pektinových látek dochází působením enzymů, v kyselém nebo alkalickém 
prostředí [7]. 
Na enzymové hydrolýze pektinů se podílí řada enzymů produkovaných mikroorganismy. 
Enzymy jsou přítomny v různém ovoci a zelenině. Rozlišují se dvě základní skupiny 
enzymů [7]: 
• Pektinesterasy - katalyzují deesterifikaci pektinu odstraněním methoxy esterů.  
• Pektindepolymerasy - katalyzují hydrolytický rozklad α-(1→4)-glykosidických vazeb 
v kyselině D-galakturonové. 
Protopektinasy, polygalakturonasy, pektinesterasy a lyasy jsou nejintenzivněji studované 
pektolytické enzymy [10]. 
Pektolytické enzymy obvykle působí v kombinaci. Enzym vykazující aktivitu 
pektinesterasy a polygalakturonasy se někde označuje jako pektinasa. Průmyslově používané 
pektinasy jsou bakteriálního původu a mají obvykle také aktivitu lyas, proteas, celulas 
a dalších glykosidas [7]. 
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2.3.2.1 Polygalakturonasy 
Polygalakturonasy, zvané též glykosidasy, jsou pektolytické enzymy, které hydrolyzují 
α-(1→4) glykosidovou a esterovou vazbu. Rozlišují se podle místa, v němž atakují 
pektinovou molekulu. Exo-enzymy odštěpují monomery od konce řetězce, endo-enzymy 
působí uvnitř řetězce, přičemž produktem jsou buď monomery, nebo oligomery s různě 
dlouhým řetězcem [7]. 
Polygalakturonasy jsou využívány při biologických, funkčních a technických 
aplikacích [10]. 
 
 
 
Obr. 6 Reakce katalyzovaná polygalakturonasami [10] 
 
2.3.2.2 Pektinesterasy 
Pektinesterasa (PE), zvaná též pektinmethylesterasa nebo pektasa, je esterasa, která patří 
do skupiny hydrolytických enzymů. Katalyzuje deesterifikaci methylesterových vazeb 
galakturonové kostry pektinových látek za vzniku methanolu a pektátu, který je dále štěpen 
polygalakturonasami a lyasami. Způsob účinku PE se liší podle jejího původu. Mikrobiální 
PE působí multi-řetězcovým mechanismem - náhodně deesterifikují methylové skupiny [10]. 
 
 
 
Obr. 7 Reakce katalyzovaná pektinesterasami [10] 
 
2.3.2.3 Lyasy 
Pektátlyasy se dělí na exo- a endo-enzymy. Degradují esterifikované nebo neesterifikované 
pektiny odlišným mechanismem než glykosidasy, tzv. β-eliminací. Pektátlyasy jsou typické 
bakteriální enzymy [7]. 
Pektinlyasy, které jsou produkovány pouze plísněmi, štěpí glykosidové vazby 
mezi esterifikovanými galakturonovými kyselinami β-eliminací [7]. 
 
 
 
Obr. 8 Reakce katalyzovaná pektinlyasami [10] 
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2.4 Odpadní materiály 
Potravinářský průmysl zahrnuje široké odvětví, které vyrábí potraviny, poživatiny, 
pochutiny, nápoje a také suroviny a polotovary pro další průmyslová odvětví. Ve srovnání 
s jinými odvětvími hospodářství zpracovává ekonomicky náročné suroviny, proto je 
komplexní zpracování zemědělských produktů s minimalizací tvorby odpadů a s jejich 
maximálním využitím nutností.  Drtivá většina surovin pro potravinářský průmysl je 
získávána z vyčerpatelných obnovitelných zdrojů - produkcí biomasy rostlinného 
i živočišného původu. Při zemědělské produkci i následující potravinářské výrobě vznikají 
látky, které nemůžeme nebo z ekonomických důvodů nechceme dále využívat. Takto jsou 
obecně označované odpady - dle jiné definice nepotřebné produkty lidské činnosti v daném 
čase [11]. 
Vliv potravinářské výroby na životní prostředí je bezprostředně spojen se zemědělskou 
výrobou. V moderní zemědělské výrobě vznikají určitá ekologická rizika, kdy dochází 
k narušování životního prostředí. V rostlinné výrobě je to především v důsledku značného 
stupně chemizace, zejména intenzivního hnojení, kdy neustálé zvyšování dávek biogenních 
prvků vedlo (při snižování obsahu humusu v půdě a tím i její sorpční schopnosti) k jejich 
pronikání do povrchových i podzemních vod. Dalším závažným problémem jsou rezidua 
těžkých kovů pocházející z agrochemikálií (mořidel osiv, pesticidů) i z minerálních hnojiv 
a zbytky organických pesticidů a jiných agrochemikálií [11]. 
Mezi odpadní materiály rostlinného původu může být např. zařazena: vylisovaná cukrová 
třtina neboli bagasa, řepné řízky, rýžové slupky, rýžová a pšeničná sláma, kukuřičné 
a pšeničné otruby, hlíznatý materiál obsahující škrob, odpad z hroznové révy (hroznové 
výlisky), ze semen slunečnice a sóji, z banánů, z rozdrcených jablek, odpad po vylisování 
řepkového a palmového oleje, ze zpracování dřeva (piliny), odpadní vody z potravinářských 
výrob a jiné (aj.). 
 
2.4.1 Odpad z hroznové révy (hroznové výlisky) 
Hrozny jsou jednou z nejvíce kultivovaných skupin ovoce na světě. Z celkové světové 
produkce 60 milionů tun je v současné době pro výrobu 29 milion tun vína používáno 
okolo 68 %. Hroznová drť je zůstatek po vylisování šťávy tlakem a je tvořena ze slupek, 
semínek a kousků stopek a obsahuje okolo 16 % původního ovoce [12]. 
Hroznová drť, hlavní odpad ve vinařství a ukazuje se, že i jediný přírodní zdroj, 
který využívá Aspergillus awamori, má nesmírnou schopnost být substrátem pro produkci 
vysoce hodnotných hydrolytických enzymů (celulasy, xylanasy, pektinasy). Velikost kousků 
drti nemá výrazný vliv na produkci enzymů. Obsah vlhkosti a přidání uhlíkatého zdroje 
uplatňují výrazný vliv na zisk enzymů [12, 13]. 
Hroznové výlisky jsou dobré přírodní médium pro solid state fermentation (SSF). 
Jejich chemické složení je bohaté na základní živiny vyžadované pro růst široké škály 
mikroorganismů [13].  
Tento odpadní produkt obsahuje vysoký podíl ligninu, celulosy a vysoké procento 
výživných minerálních prvků, zvláště dusík a draslík [14]. 
Hroznové výlisky mohou být využity pro zvířata jako potrava, speciálně v suchých 
obdobích, když jsou pastviny nedostatečné. Ale její používání je limitováno na 30 % celkové 
potravy přežvýkavců díky velmi nízké výživové hodnotě a přítomnosti nevyživovacích 
faktorů, jako jsou fenolické sloučeniny, které utlumují činnost bachorovitých symbiontů [12]. 
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3 MIKROORGANISMY, KTERÉ SE POUŽÍVAJÍ PŘI ZPRACOVÁNÍ 
ODPADŮ 
Při odbourávání rostlinného materiálu v přírodě hrají významnou roli mikroorganismy, 
jako jsou například některé kvasinkovité mikroorganismy, houby a bakterie. 
Z mikroorganismů byli vybráni nejznámější zástupci rodu, kteří produkují výše zmíněné 
enzymy. 
 
3.1 Kvasinkovité mikroorganismy 
Neexistuje ostrá hranice mezi kvasinkovitými mikroorganismy a kvasinkami. 
Kvasinkovité mikroorganismy mají složitější životní cyklus než kvasinky, ale je výrazné 
zastoupení fáze kvasinka. Mikroorganismus se rozmnožuje v jednobuněčné formě pučením, 
ale i tvorbou a rozpadáváním hýf. 
Kvasinkovité mikroorganismy tvoří podobné kolonie jako kvasinky, vytvářejí jednotlivé 
pučící buňky, ale i různé typy filamentů, to jest (tj.) nepravé i pravé hýfy, které nevytvářejí 
spory. 
 
3.1.1 Aureobasidium pullulans 
Taxonomicky je řazen do Ascomycetes a pomocné třídy Deuteromytes [15]. 
Blastokonidie mají různé tvary a rozměry. Kolonie jsou nejprve bílé, později černají. 
Černání může postupovat od středu, avšak také po jednotlivých kruhových výsecích, 
jindy nepravidelně v soustředných kruzích. Mycelium je zpočátku matné, s postupným 
černáním se stává vlhce lesklé. Cyklické střídání fází se odráží v obrovských koloniích, 
které dobře znázorňují produkci barevných a bezbarvých elementů, produkci melaninu 
a pululánu [15]. 
Rozmnožuje se vegetativně - pomocí blastokonidií, které pučí po stranách hyf. 
Tyto konidie pučí v další sekundární konidii, která je menší než je primární. Jednotlivé 
jednobuněčné články starších hyf se mohou rozpadat v arthrospóry. V "životním cyklu" 
se vyskytují též chlamydospóry, které v době zralosti uvolňují přežívající buňku, která později 
vyklíčí. Střídání různých fází asexuálního vývoje Aureobasidium pullulans bývá 
cyklické. Sexuální způsob rozmnožování u tohoto organismu není znám, proto by bylo lepší 
mluvit o polymorfizmu než o životním cyklu [15]. 
Produkuje ureasu, z cukrů zkvašuje maltosu, sacharosu, laktosu a glukosu [15]. 
Aureobasidium pullulans je převážně saprofytický organismus, ale vyskytuje 
se i jako parazit na rostlinách a může způsobovat i choroby zvířat. Velmi často se vyskytuje 
na listech rostlin, na květech a plodech. V moštu před kvašením může vytvářet nevzhlednou 
sytě černou masu složenou z černých dvoubuněčných chlamydospór, které snáší maximálně 
2 % ethanolu, proto se už ve víně nevyskytují. Slouží jako modelový mikroorganismus 
pro testování toxických účinků různých kovů. Aureobasidium pullulans je bohaté na různé 
hydrolytické enzymy, čehož se využívá v praxi. Rozkládá celulosu, hemicelulosy, xylany, 
lignin, škrob a tak dále. Jeho aktivita je často škodlivá, protože rozkládá barvy, rozrušuje 
elektrické kabely aj. Při získávání biomasy často překáží černé barvivo, někdy je zase 
nežádoucí nadprodukce pululánového slizu nebo množství hyf [15]. 
Bylo prokázáno, že Aureobasidium pullulans při kultivaci způsobem SSF produkuje 
celulasy a hemicelulasy [16]. 
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Obr. 10 Aureobasidium pullulans [17] 
 
3.2 Plísně 
Jako plísně jsou označovány mikroskopické vláknité eukaryotní mikroorganismy náležící 
mezi houby. Podle přítomnosti a typu pohlavního rozmnožování náleží do těchto 
taxonomických jednotek [18]: 
• Do třídy Zygomycetes - je charakterizována jednobuněčným, tj. nepřehrádkovým 
myceliem a pohlavním rozmnožováním s tvorbou tzv. zygospor; nepohlavní 
rozmnožování se děje endosporami. 
• Do podkmenu Ascomycotina - je charakterizován přehrádkovým myceliem a pohlavním 
rozmnožováním za tvorby askospor tvořených v asku; nepohlavní rozmnožování 
nastává exosporami. 
• Do podkmenu Deuteromycotina - je charakterizován přehrádkovým myceliem, 
avšak pouze s nepohlavním rozmnožováním (pomocí exospor). 
Stélku plísní tvoří vlákna (hyfy), která jsou buď jednobuněčná, tj. bez přepážek (u třídy 
Zygomycetes), nebo vícebuněčná, čili septovaná. Hyfy plísní se větví většinou přibližně 
v pravém úhlu a jejich spleť se nazývá mycelium [18]. 
 
3.2.1 Rod Penicillium 
- Významní zástupci: Penicillium notatum (synonymum: chrysogenum), 
Penicillium frequentans, Penicillium sp., Penicillium italicum, Penicillium citronum 
 
Rod Penicillium patří mezi vláknité houby, vlákna jsou septovaná a mnohojaderná. 
Rozmnožuje se asexuálně (je řazen do pomocné skupiny Deuteromycota). Jeho zástupci 
mohou být izolováni ve formě spor nebo vegetativně rostoucího mycelia zejména z půdního 
prostředí, ze vzduchu a z nejrůznějších potravin. Většina druhů tohoto rodu patří mezi půdní 
saprofyty a podílí se na kolonizaci a mineralizaci rozmanitých organických materiálů. 
Některé druhy patří mezi parazity, napadají především suché plody (obilí, sojové boby, 
fazole, kávu, rýži a kukuřici a další). Za podmínek parazitického růstu produkují mykotoxiny. 
Některá penicilia napadají i měkké ovoce (citrusy, jablka, hrušky, meruňky a další) a svojí 
činností způsobují velké ekonomické ztráty [19]. 
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Penicilia se nevyznačují žádnými specifickými růstovými podmínkami, využívají poměrně 
široké spektrum zdrojů uhlíku včetně řady pentóz, což není u hub běžné. Ze zdrojů uhlíku 
jsou utilizovány amonné ionty, dusitany, dusičnany, močovina i aminokyseliny. Penicilia jsou 
aerobní, růst může probíhat v širokém rozmezí hodnot pH (pH 3 - 8) a v širokém teplotním 
pásmu (5 - 37 °C). Některé druhy jsou xerofilní, rostou uspokojivě i při minimální 
vlhkosti [19]. 
K základnímu enzymovému vybavení penicilií patří enzymy Embden-Mayerhof-Parnasovy 
(EMP) a Entner-Doudoroffovy (E-D) dráhy a v řadě případů i enzymy pentosofosfátové 
dráhy. Dále disponují enzymy Krebsova cyklu a aerobní respirace. Schopnost utilizovat 
polysacharidy je podmíněna přítomností polysacharas [19]. 
Zástupci tohoto rodu se v technologiích využívají k produkci antibiotik (penicilin, 
griseofulvin), enzymů (β-1,3-glukanasa), k výrobě sýrů aj. [19]. 
Penicilia jsou známa produkcí dalších sekundárních metabolitů s antimikrobními účinky 
(patřící mezi polyketidy, alkaloidy, terpeny, steroly, β-laktamy deriváty šikimové kyseliny 
a mastných kyselin). Některé metabolity mají význam jako mykotoxiny. Většina mykotoxinů 
vykazuje karcinogenní účinky pro různé druhy živočichů. Mezi nejznámější patří citrinin, 
patulin, cyklopiazonová kyselina, penicilová kyselina, ochratoxiny, rubratoxin a další [19]. 
 
 
 
Obr. 11 Penicillium chrysogenum [20] 
 
3.2.2 Rod Aspergillus 
- Významní zástupci: Aspergillus niger, Aspergillus sp., Aspergillus awamori, 
Aspergillus flavus,  Aspergillus japonicus 
 
Rod Aspergillus patří k nejrozšířenějším a nejhojněji se vyskytujícím rodům plísní, 
jednotlivé druhy mohou být izolovány z půdy, ze vzduchu, z potravin, z organických zbytků 
a mnoha dalších zdrojů. Je reprezentován značným počtem druhů fyziologicky rozdílných, 
z nichž řada disponuje metabolickými vlastnostmi vhodnými pro komerční využití. Je řazen 
mezi Deuteromycety, jeho vegetativní cyklus vede ke tvorbě konidií [19]. 
K biochemickému vybavení zástupců tohoto rodu patří enzymy EMP dráhy, E-D dráhy, 
pentosofosfátového cyklu, Krebsova cyklu [19]. 
Zástupci tohoto rodu jsou producenty především organických kyselin (kyselina citronová, 
glukonová, itakonová, jablečná, šťavelová a vinná), enzymů (α-amylasa, glukoamylasa, 
glukosaoxidasa, katalasa, laktasa, naringinasa a proteasy), mannitolu, mykotoxinů (kyselina 
terreová, ustová, aspergillová, asperthecin, flavacol, ochratoxiny, aflatoxiny) [19]. 
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Mykotoxiny nejsou produkovány všemi druhy aspergillů, každý producent však syntetizuje 
vždy více strukturálních typů toxinů. Patří mezi sekundární metabolity a jsou syntetizovány 
především polyketidovou syntézou. Mykotoxiny jsou příčinou masových otrav zvířat a lidí. 
Mezi nejzávažnější patří aflatoxiny, které mohou být akutně toxické, karcinogenní, mutagenní 
a teratogenní [19]. 
 
 
 
Obr. 12 Aspergillus niger [21] 
 
3.2.3 Rod Trichoderma 
- Významní zástupci: Trichoderma reesei, Trichoderma viride 
 
Rod Trichoderma patří mezi mikroskopické konidiální houby s dobře poznaným 
anamorfním stádiem [19]. 
Rod Trichoderma je často přítomna v půdním prostředí (v půdách zemědělských, lesních, 
může být izolována z mokřin, ale také z oblastí suchých), je nutričně nenáročná, metabolicky 
přizpůsobivá a může utilizovat široké spektrum substrátů jak přirozeného, tak xenobiotického 
původu. V závislosti na enzymovém vybavení jednotlivých druhů jsou využívány další 
substráty jako škrob, pektin, xylany, chitin, celulosa, ale také inulin, rhamnosa, melesitosa. 
Většina druhů využívá pro růst celulosu, ovšem nikoliv dřevní hmotu (lignocelulosu). 
Rod Trichoderma degraduje rovněž uhlovodíky. Rod Trichoderma je zastoupena 
jak v chladných, tak v teplých klimatických zónách, dává přednost kyselejšímu prostředí. 
Rod Trichoderma je charakterizována rychlým růstem. Vytváří bílé kompaktní kolonie 
s hladkým povrchem. Povrch kolonií se může v raných kultivačních stádiích zbarvovat žlutě 
od produkovaného pigmentu, ovšem starší kolonie mají zbarvení zelené od spor, které hustě 
pokrývají její povrch. Konidie se vytvářejí na vzdušných větvených konidioforech. V rámci 
tohoto rodu rozeznáváme jak druhy homothalické, tak heterothalické. U heterothalických 
druhů je postupně poznávána teleomorfa. Značné rozšíření rodu Trichoderma je dáno nejen 
širokým spektrem živin, které využívá, ale i výraznou rezistencí vůči účinku mikrobních 
inhibitorů i syntetických chemikálií (sirouhlík, formaldehyd, allylalkohol, methylbromid). 
Rod Trichoderma vykazuje antagonické účinky vůči mikroorganismům [19]. 
Rod Trichoderma je výborným producentem enzymů degradujících polymery. 
Zvlášť významný je celulolytický komplex, který je schopen degradovat i krystalickou 
celulosu. Z dalších enzymů lze zmínit chitinasu, laminarinasu, xylanasu a glukanasy. 
Extracelulárně produkuje lytické faktory a antibiotika, čehož je využito pro ochranu 
kořenového systému rostlin v případě fungálních onemocněních. Rod Trichoderma je znám 
produkcí toxinů [19]. 
 
 20 
 
 
Obr. 13 Trichoderma viride [22] 
 
3.2.4 Rhizopus stolonifer 
Taxonomicky je řazen do  Zygomycota, Mucorales, Mucoraceae [23]. 
Rozmnožuje se sexuálně zygosporangii, asexuálně sporangiosporami [23].  
Kolonie rychle rostou, mycelium je světlé vyšší s drobnými černými sporangii 
(zvláště u okrajů misky). Spodní strana je nezbarvená [23].  
Teplotní optimum růstu je v rozmezí 25 - 26°C [23]. 
Sporangiofory jsou nevětvené, s hnědou stěnou, vyrůstající jednotlivě nebo ve skupině. 
V substrátu se vyskytují nápadné rozvětvené rhizoidy. Sporangia jsou víceméně kulovitá, 
ve zralosti černá, mnohasporová. Kolumely polokulovité, ve stáří kolabují do bochníkovitého 
tvaru. Sporangiospory jsou tvarem nepravidelné, oválné, elipsovité, kulovité i hranaté, jemně 
rýhované. Zygosporangia jsou černá se dvěma nestejnými suspenzory [23].  
Je to houba s kosmopolitním výskytem, hojnější v teplejších oblastech. Častý je zvláště 
na potravinách nebo v krmivech, způsobuje též hnilobu ovoce. Neprodukuje mykotoxiny. 
V laboratoři je vzhledem ke svému rychlému růstu a snadnému šíření považována 
za nebezpečnou kontaminantu. Příležitostně bývá izolován z klinického materiálu [23]. 
 
 
 
Obr. 14 Rhizopus stolonifer [24] 
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3.2.5 Botrytis cinerea 
Taxonomicky je řazen do Ascomycota, Leotiales, Sclerotiniaceae [25]. 
Rozmnožuje se nepohlavně konidiemi a sklerocii; pohlavně askosporami [25]. 
Kolonie rychle rostou, jsou vlnaté, často chomáčkovité, šedavé. Později se mohou tvořit 
černá sklerocia. Spodní strana kolonií je světlá, případně černá pod sklerocii. Teleomorfa 
se v kultuře netvoří [25]. 
Teplotní optimum růstu je v rozmezí 22 - 25 °C [25]. 
Konidiofory jsou různě dlouhé, s hladkou stopkou, která je ve spodní části nahnědlá, 
na konci bohatě nepravidelně větvená. Větve jsou krátké, na vrcholu zduřelé v měchýřek. 
Konidie vyrůstají jednotlivě z mnoha malých zoubků na povrchu měchýřků, jsou elipsovité, 
hladké, šedě pigmentované [25]. 
Vyskytuje se velmi hojně na celém světě jako fytopatogenní houba způsobující zvláště 
hniloby ovoce a zeleniny (např. jahod, vinných hroznů, rajčat, hrušek a jablek) 
a také např. okrasných rostlin. Produkce mykotoxinů nebyla zjištěna [25].  
 
 
 
Obr. 15 Botrytis cinerea [26] 
 
3.3 Bakterie 
Bakterie jsou po fyziologické stránce velmi rozmanité, po morfologické stránce nejsou 
mezi jednotlivými rody velké rozdíly. Tvar buněk bakterií je nejčastěji tyčinkovitý, 
méně často kulovitý. Vláknitý tvar se vyskytuje u poměrně rozsáhlé skupiny půdních bakterií. 
Kulovité vegetativní buňky bakterií se nazývají koky [18]. 
Tyčinkovité bakterie se rozmnožují příčným dělením buňky. Dělením koků v různých 
rovinách vznikají nepravidelné shluky buněk [18]. 
Pevnost a neohebnost buněčné stěny bakterií je výsledkem přítomnosti vrstvy 
peptidoglykanů, zvaných též mukopeptidy nebo mureiny [18]. 
 
3.3.1 Rod Bacillus 
- Významní zástupci: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus pumilis 
 
Rod Bacillus je reprezentován extrémně širokou skupinou tyčinkových grampozitivních 
bakterií se sporami (jsou jedny z nejodolnějších dosud poznaných životních forem), které jsou 
charakteristické extrémní odolností vůči řadě faktorů vnějšího prostředí (např. teplo, vysušení, 
UV záření). Většina zástupců je pohyblivá prostřednictvím bičíků umístěných laterálně 
nebo peritrichálně. Metabolismus bacilů je chemoheterotrofní, organické látky jsou 
disimilovány striktní fermentací, striktní respirací, případně kombinací fermentace 
a respirace [19]. 
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Zástupci rodu Bacillus jsou obligátně aerobní, případně fakultativně nebo obligátně 
anaerobní. Spektrum utilizovaných substrátů je druhově závislé a úzce souvisí i s místem 
výskytu. Velká část bacilů patří mezi saprofyty osídlující především půdní prostředí, 
někteří zástupci jsou vzhledem k produkci toxinů patogenní. Nachází se ve velmi širokém 
teplotním pásmu (-5 - 75 °C ) a rozmezí pH (pH 4 - 10) [19]. 
S rodem Bacillus jsou spojeny především následující oblasti průmyslových aplikací [19]: 
• Buněčný růst i sporulace jsou procesy spojené se značným množstvím biosyntetických 
i biodegradačních aktivit. Předmětem komerčního zájmu jsou především všechny 
enzymy degradující škrob (α-amylasa, β-amylasa, amyloglukosidasa). Extracelulární 
enzymy (celulasa, xylanasa) jsou potenciálně využitelné při konverzi různých 
odpadních látek a přírodních materiálů na snáze utilizovatelné substráty. Dalšími 
využitelnými enzymy jsou pektolytické enzymy a proteasy (esterasy, metaloproteasy, 
alkalické serinové proteasy). 
• Četní zástupci tohoto rodu produkují látky antimikrobní povahy patřící mezi peptidy. 
• Některé druhy bacilů vykazují insekticidní vlastnosti. 
• Další potenciální aplikace představuje aerobní produkce vitaminu B12, produkce 
enzymů penicilinamidasy a steroidhydrolasy. 
V posledních letech je často zmiňovaným zástupcem tohoto rodu Bacillus anthracis, 
původce závažného infekčního onemocnění teplokrevných živočichů, známého pod názvem 
antrax. Byl již několikrát využit v bioteroristických akcích [19]. 
Některé druhy kontaminují potraviny a jsou příčinou jejich kažení. Rezistence spor 
k vysušení umožňuje přečkat dlouhou dobu i ve vysušených potravinách. 
Následné zpracování potravin má za následek klíčení spor, jejich růst a produkci především 
emetických (způsobující zvracení nebo dávení) toxinů. Infikovány mohou být 
i další potraviny, např. mléko, maso, zelenina, sušené byliny a koření [19]. 
 
 
 
Obr. 16 Bacillus subtilis [27] 
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3.3.2 Rod Pseudomonas 
- Významní zástupci: Pseudomonas syringae, Pseudomonas solanacearum, 
Pseudomonas fluorescens 
 
Rod Pseudomonas je z hlediska své morfologie reprezentován gramnegativními tyčinkami 
pohybujícími se pomocí polárně situovaných bičíků, nevytváří spory ani jiné klidové formy. 
Jeho zástupci jsou heterotrofně aerobní a nikdy nedisponují fermentativním metabolismem. 
Lze je izolovat z nejrůznějšího přírodního materiálu - přirozenými místy výskytu může být 
říční a mořská voda, půda, povrch rostlin a potraviny [19]. 
Význam pseudomonád [19]: 
• Degradace rozsáhlé škály organických molekul až na oxid uhličitý. Rod Pseudomonas 
je nutričně nenáročný. Utilizovány mohou být jak jednouhlíkaté látky (s výjimkou 
CO2), tak i velmi neobvyklé C-zdroje, které se v současném, často kontaminovaném, 
prostředí vyskytují. 
• Někteří zástupci tohoto rodu jsou původci kažení chlazených potravin díky svým 
schopnostem růstu i při 4 °C a vhodnému enzymovému vybavení (přítomnost lipasy, 
proteasy). Kontaminovaným potravinám mohou pseudomonády udělovat pachutě, cizí 
vůně, případně zabarvení v důsledku přítomnosti zejména fenazinových barviv. 
• Některé druhy jsou řazeny mezi rostlinné a živočišné patogeny, vykazující značnou 
rezistenci vzhledem k většině běžně používaných antibiotik. Mohou také kontaminovat 
krev, případně krevní deriváty uchovávané v chladících prostorech. 
• Fluorescentní pseudomonády jsou zodpovědné za produkci sekundárních metabolitů. 
Pro rod Pseudomonas je charakteristický aerobně respirační metabolismus. Zástupci tohoto 
rodu disponují plně funkční E-D dráhou a Krebsovým cyklem a pro biosyntetické účely je 
určen glyoxalátový cyklus [19]. 
 
 
 
Obr. 17 Pseudomonas fluorescens [28] 
 
 24 
4 TECHNOLOGICKÉ VYUŽITÍ ODPADŮ 
Nejefektivnější způsob nakládání s odpady je zabránění jejich vzniku vhodným 
technologickým opatřením. Pokud se při daném procesu výroby vzniku odpadu nelze 
vyhnout, řadí se způsoby nakládání s odpady podle priority vzhledem k účinkům na životní 
prostředí a v souvislosti s celkovou ekonomikou takto [11]: 
¾ Omezení vzniku (minimalizace tvorby odpadů u výrobce). 
¾ Zneškodňování odpadů ekologicky únosným a ekonomicky výhodným způsobem: 
• s materiálovým využitím odpadů (využitím druhotných surovin, recyklací, 
kompostováním, přepracováním a podobně), 
• s energetickým využitím odpadů (spalováním, pyrolýzou, methanizací), 
• ukládáním (skládkováním, solidifikací). 
 
4.1 Zisk energie z biomasy 
 Jako biomasa se označují produkty živých organismů rostlinného (či živočišného) původu. 
Největší význam má biomasa rostlinného původu, tzv. fytomasa. Tyto produkty obsahují 
proměnlivé množství vody, a proto se někdy uvádějí v bezvodém stavu, tj. v sušině [29]. 
 Vzhledem k tomu, že zásoby fosilních paliv jsou konečné a tedy vyčerpatelné, hledají 
se další zdroje paliv, které by tento zásadní nedostatek neměly. Patří sem především paliva 
založená na biomase nebo produkty zpracování biomasy [29]. 
 Mezi obnovitelné zdroje paliv na bázi biomasy patří dřevo, zemědělské plodiny (obilí, 
cukrovka, kukuřice, brambory, cukrová třtina, řepka, cukrovka, slunečnice a tak dále). 
Zkoušejí se různé rychle rostoucí dřeviny - v našich zeměpisných podmínkách je 
to především topol černý, zkouší se i pěstování různých plodin (hořčice, pohanka, len, konopí, 
proso a podobně) [29]. 
 Pro energetické účely se používají původní rostliny, jejich odpadní části (sláma), 
některé se zpracují na alkohol (brambory, cukrovka, cukrová třtina) a ten se použije jako zdroj 
energie, nebo se lisováním a extrakcí vyrobí rostlinné oleje a ty se dále zpracují na pohonné 
hmoty [29]. 
 Prakticky každou biomasu lze přeměnit zplynováním na generátorový plyn, 
případně na syntézní plyn nebo je možné ji zpracovat pyrolýzou, kdy vznikají plynné, kapalné 
nebo tuhé produkty. Ze syntézního plynu je pak možné připravit řadu chemických sloučenin. 
Vedle kapalných paliv lze pro pohon spalovacích motorů využívat i plynná paliva, jako je 
bioplyn, který vzniká anaerobním zpracováním různých odpadů (hlavní složku tvoří methan), 
skládkový plyn, dále dřevní plyn, což je generátorový plyn získaný při zplyňování dřeva [29]. 
 
4.1.1 Methanogeneze 
Přeměna organických substrátů na methan je anaerobní proces, který probíhá za účasti 
směsného mikrobního společenství. Vhodnými substráty pro methanogenezi jsou přírodní 
polymery - celulosa, škrob, hemicelulosy a proteiny. Rozklad je způsobován bakteriemi, 
které působí při určitých optimálních teplotách [19, 29]: 
• psychrofilní bakterie: do 20 °C 
• mezofilní bakterie: 20 - 45 °C 
• termofilní bakterie: nad 45 °C 
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Přirozeným prostředím, v němž dochází k úplné biokonverzi substrátu na methan, jsou 
bažiny, močály, kaly a hydrotermální prameny, tedy obecně - anaerobní rozkladné systémy. 
K částečnému rozkladu biopolymerů na těkavé mastné kyseliny s krátkým řetězcem, methan 
a oxid uhličitý dochází v zažívacím traktu některých živočichů (hospodářská zvířata, 
termiti) [19]. 
Produkce methanu z kteréhokoliv substrátu je doprovázena uvolňováním energie pro růst 
methanogenů. Methanogeneze je jediným způsobem, jak tato skupina mikroorganismů 
získává energii. Příslušné mikroorganismy produkují CH4 jako jediný produkt svého 
katabolismu. Jednou z nejlépe prostudovaných drah je redukce CO2 prostřednictvím H2 [19]. 
Enzymy podílející se na methanogenezi jsou často nejen rodově, ale i druhově závislé, 
a proto popis jednotlivých reakčních kroků je vázán vždy na zcela konkrétní druh. 
Velmi významným substrátem pro methanogenezi je acetát. Přibližně 2/3 methanu získaného 
v anaerobních reaktorech je výsledkem methanogeneze z acetátu. Využít acetát jako výhradní 
zdroj uhlíku a energie dokážou pouze dva rody: Methanosarcina a Methanothrix. Degradace 
acetátu acetoklastickými methanogeny v přírodě je přínosná, neboť zabraňuje nežádoucí 
acidifikaci prostředí [19]. 
Biologickou cestou je každoročně produkováno přibližně 109 tun methanu. 
75 % celkového množství vzniká v močálech, bažinách a vulkanickém ekosystému, 
25 % pak v zažívacím traktu živočichů. Zájem o úplné biokonverze přírodních biopolymerů je 
motivován snahou snížit objem čistírenských kalů a získat energii následným spalováním 
methanu [19]. 
Methanogeneze představuje rovněž závažný ekologický problém. Methan absorbuje 
infračervené záření a patří mezi plyny vyvolávající skleníkový efekt. Koncentrace methanu 
v atmosféře se v posledních letech zvyšuje a tím se i tento plyn podílí na globálním oteplování 
Země [19]. 
 
 
 
Obr.18 Využití biomasy [30] 
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5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
5.1 Seznam použitých přístrojů a chemikálií 
 
5.1.1 Použité přístroje 
• očkovací box - Fatran 
• spektrofotometr UV/VIS HELIOS DELTA - Thermospectronic, England 
• ultracentrifuga Eppendorf centrifuge 5417R 
• váhy Scaltec, SAS 50 - USA 
• pH metr MH 171 
• světelný mikroskop s kamerou - Merci s.r.o 
• třepačka LT2 - Kavalier Sázava 
 
5.1.2 Použité chemikálie 
• Kvasničný autolyzát (HiMedia, India) 
• CMC (Serva) 
• Albumin (Serva) 
• Glukosa - C6H12O6 (Lachema, Brno) 
• Kyselina D-galaktopyranuronová (Fluka, Switzerland) 
• Vinnan sodno-draselný - C2H4O6KNa (Lachema, Brno)  
• Hydrogenuhličitan sodný - NaHCO3 (Lachema, Brno) 
• Uhličitan sodný - Na2CO3 (Lachema, Brno) 
• Síran sodný - Na2SO4 (Lachema, Brno) 
• Síran hořečnatý - MgSO4 (Lach Ner, Neratovice) 
• Kyselina sírová - H2SO4 (Merci, s.r.o) 
• Síran amonný - (NH4)2SO4 (Lachema, Brno) 
• Hydroxid sodný - NaOH (Lach Ner, Neratovice) 
• Dihydrogenfosforečnan draselný - KH2PO4 (Lachema, Brno) 
• Síran měďnatý pentahydrát - CuSO4·5H2O (ML chemica, Troubsko) 
• Hydrogenarseničnan sodný heptahydrát - Na2HAsO4·7H2O (Lachema, Brno) 
• Molybdenan amonný tetrahydrát - (NH4)6Mo7O24·4H2O (Lachema, Brno) 
• Kyselina octová - CH3COOH (Penta, Chrudim) 
• Octan sodný - CH3COONa (Lachema, Brno) 
 
5.2 Použitý materiál na kultivaci 
• Hroznové výlisky - odrůda: Veltlínské zelené (původ: Milotice, Kyjovsko)
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5.3 Použitý mikroorganismus 
Použitý kmen pochází z České sbírky mikroorganismů (CCM) se sídlem Přírodovědecké 
fakulty Masarykovy univerzity v Brně: 
• Aspergillus niger (CCM-F 8189) 
 
 
 
Obr. 19 Aspergillus niger; konidiofor s pravou paličkou tvořenou vrstvou metul a vrstvou 
fialid; zvětšeno 400x 
 
 
 
Obr. 20 Původní směs mikroorganismů v nezaočkovaném médiu; pravděpodobně se jedná 
o Aspergillus niger a kvasinky; zvětšeno 400x 
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5.4 Použitý substrát 
• Substrát CMC 
• Substrát pektanu sodného 
 
5.5 Příprava roztoků 
 
5.5.1 Somogyiho činidla a Nelsonovo činidlo 
• Somogyi I: 
12 g C2H4O6KNa·4H2O, 16 g NaHCO3 a 18 g Na2CO3 bylo rozpuštěno v 200 ml 
destilované vody, 144 g Na2SO4 bylo za stálého míchání a mírného zahřívání po malých 
dávkách rozpuštěno v 600 ml destilované vody. Po rozpuštění všech látek byly oba roztoky 
následně smíchány. 
• Somogyi II: 
4 g CuSO4·5H2O, 36 g Na2SO4 (bezvodý) bylo rozpuštěno v 200 ml destilované vody. 
• Nelson: 
25 g (NH4)2Mo7O24·4H2O bylo rozpuštěno v 450 ml destilované vody, poté bylo přidáno 
21 ml koncentrované H2SO4. Po promíchání byl přidán roztok 3 g Na2HAsO4·7H2O 
rozpuštěného v 25 ml destilované vody. Připravený roztok byl na 48 hodin umístěn 
do termostatu při teplotě 37 °C. 
 
5.5.2 Základní octanový pufr 
 0,2 M roztok octanu sodného byl připraven rozpuštěním 27,2 g C2H3O2Na·3H2O 
v 1000 ml destilované vody. 
 
5.5.3 Substrát CMC 
1% roztok CMC v octanovém pufru o pH 5,4 byl připraven postupným přisypáním 
1 g CMC za intenzivního míchání ke 40 ml destilované vody. Po rozpuštění bylo přidáno 
41,2 ml základního roztoku octanu sodného a pH bylo upraveno kyselinou octovou na 5,4. 
Roztok byl poté doplněn destilovanou vodou na 100 ml. 
 
5.5.4 Substrát pektanu sodného 
0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 byl připraven rozpuštěním 0,5 g 
polygalakturonové kyseliny v 50 ml destilované vody za intenzivního míchání. Poté bylo 
přidáno 13,2 ml základního roztoku octanu sodného a pH bylo upraveno kyselinou octovou 
na 4,2. Získaný roztok byl v odměrné baňce doplněn na 100 ml destilovanou vodou. 
 
5.5.5 Kultivační C-médium 
1 g (NH4)2SO4, 0,1 g primárního KH2PO4, 0,05 g MgSO4 a na špičku nože kvasničného 
autolyzátu bylo doplněno do 100 ml destilovanou vodou, pH roztoku bylo upraveno 
nasyceným roztokem Na2CO3 na hodnotu 5,6. 
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5.6 Pracovní postupy při provádění jednotlivých metod 
 
5.6.1 Stanovení kalibračních křivek 
 
5.6.1.1 Stanovení kalibrační křivky glukosy 
Pro sestrojení kalibrační křivky glukosy byl použit základní roztok glukosy o koncentraci 
1 mmol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 mmol/l. 
Do každé zkumavky bylo potom přidáno po 1 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). 
Zkumavky byly 10 minut povařeny a ochlazeny na laboratorní teplotu. Pak byl přidán 1 ml 
Nelsonova činidla - činidlo III. Obsah zkumavek byl zředěn 7 ml destilované vody, 
promíchán a následně byla změřena absorbance při 530 nm proti blanku (blank obsahoval 
místo vzorku 1 ml destilované vody). 
 
y = 0,5058x + 0,0067
R2 = 0,9967
0,0
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Graf 1 Kalibrační křivka glukosy 
 
5.6.1.2 Stanovení kalibrační křivky D-galaktopyranuronové kyseliny 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok kyseliny 
D-galaktopyranuronové o koncentraci 1 μmol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační 
řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 μmol/l. Do zkumavek byl přidán 1 ml Somogyiho činidla (I + II 
v poměru 4:1), zkumavky byly 10 minut povařeny, následně ochlazeny. Poté byl přidán 1 ml 
Nelsonova činidla - činidlo III. Obsah zkumavek byl zředěn 7 ml destilované vody, 
promíchán a byla změřena absorbance při 530 nm proti blanku (blank obsahoval místo vzorku 
1 ml destilované vody). 
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Graf 2 Kalibrační křivka kyseliny D–galaktopyranuronové 
 
5.6.1.3 Stanovení kalibrační křivky albuminu 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok albuminu o koncentraci 
4 mg/ml. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 1,6; 3,2; 4,8; 6,4; 8; 18 mg/ml. 
Do zkumavek bylo přidáno 0,5 ml 10 M NaOH a objem byl doplněn na 4,5 ml. Zkumavky 
byly 10 minut povařeny, následně ochlazeny a bylo do každé přidáno 0,25 ml 25% roztoku 
CuSO4·5H2O, obsah zkumavek byl promíchán, zfiltrován a následně byla změřena absorbance 
při 550 nm proti blanku (blank obsahoval místo vzorku 4 ml destilované vody). 
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Graf 3 Kalibrační křivka albuminu 
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5.6.2 Stanovení redukujících látek podle Somogyiho a Nelsona v kultivačním médiu 
Do zkumavek bylo napipetováno po 0,5 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1), 
přidáno 0,5 ml eluátu z kolony či supernatantu z Erlenmeyerovy baňky. (Supernatant byl 
získán odebráním kultivačního média, které bylo poté zcentrifugováno na ultracentrifuze. 
Supernatant je tekutina nacházející se nad sedimentem.) Zkumavky byly 10 minut povařeny 
na vodní lázní, poté ochlazeny na laboratorní teplotu, následně bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova 
činidla - činidlo III a obsah zkumavek byl zředěn 3,5 ml destilované vody, promíchán 
a poté byla změřena absorbance proti blanku při 530 nm (blank obsahoval místo kultivačního 
média destilovanou vodu). 
Množství redukujících látek bylo vypočteno z rovnice regresní přímky kalibrační křivky 
glukosy: y = 0,5058 x + 0,0067 (Graf 1). 
 
5.6.3 Stanovení celulolytické aktivity v kultivačním médiu 
Do zkumavek umístěných ve vodní lázni, vytemperované na 50 °C, byl napipetován 1 ml 
substrátu CMC, pak byl přidán 1 ml eleátu či supernatantu z kultivační suspenze. Ihned 
po promíchání bylo odpipetováno 0,5 ml směsi do předem připravených zkumavek s 0,5 ml 
Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Takto připravené zkumavky byly při stanovení 
použity jako slepý vzorek. 
Zbytek směsi CMC a eluátu či supernatantu byl ponechán 1 hodinu ve vodní lázni 
a poté bylo po 0,5 ml napipetováno do připravených zkumavek se směsí Somogyiho činidla 
(I + II v poměru 4:1). Všechny zkumavky byly 10 minut povařeny na vodní lázni a následně 
ochlazeny na laboratorní teplotu, poté bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova činidla - činidlo III 
a 3,5 ml destilované vody, obsah zkumavek byl promíchán a byla změřena absorbance 
při 530 nm proti blanku. 
Aktivita enzymu byla vypočtena s využitím kalibrační křivky glukosy. Z rovnice regresní 
přímky: y = 0,5058 x + 0,0067 (Graf 1) byl určen přepočítávají faktor mezi absorbancí 
a koncentrací redukujících skupin (f), kdy za hodnotu y (A530) byla dosazena hodnota rovná 1. 
Aktivita enzymu byla počítána dle vztahu: 
Vt
fAa ⋅
⋅= 530 , kde 
a … aktivita stanovovaného enzymu, 
A530 … absorbance naměřená po jednohodinové inkubaci enzymu, 
f … přepočítávací faktor koncentrace redukujících skupin pro absorbanci rovnou 1 (mmol·l–1) 
určený z regresní přímky kalibrační křivky glukosy, 
t … čas (min), 
V … objem odebraný z reakce (l). 
Vypočtená aktivita v eluátu či supernatantu byla vztažena na 1 mg bílkovin. 
 
5.6.4 Stanovení polygalakturonasové aktivity v kultivačním médiu 
K 1 ml roztoku substrátu (0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru) byl přidán 
1 ml eluátu či supernatantu z kultivační suspenze. Z reakční směsi byly v časových 
intervalech 0, 10, 30 a 60 minut odebrány alikvoty 0,5 ml do předem připravených zkumavek 
s 0,5 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). Zkumavky se vzorkem odebraným 
v 0. minutě byly při stanovení použity jako slepý vzorek. Zkumavky byly následně 10 minut 
povařeny na vodní lázni, ochlazeny a poté k nim bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova činidla - 
činidlo III a 3,5 ml destilované vody. Absorbance byla měřena při 530 nm. 
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Aktivita enzymu byla počítána s využitím kalibrační křivky kyseliny 
D-galaktopyranuronové. 
Aktivita enzymu byla vypočtena s využitím kalibrační křivky kyseliny 
D-galaktopyranuronové. Z rovnice regresní přímky: y = 0,2629 x + 0,0041 (Graf 2) byl určen 
přepočítávají faktor mezi absorbancí a koncentrací redukujících skupin (f), kdy za hodnotu y 
(A530) byla dosazena hodnota rovná 1. 
Aktivita enzymu byla počítána dle vztahu: 
Vt
fA
a ⋅
⋅= 530 , kde 
a … aktivita stanovovaného enzymu, 
A530 … absorbance naměřená po desetiminutové, třicetiminutové a jednohodinové inkubaci 
enzymu, 
f … přepočítávací faktor koncentrace redukujících skupin pro absorbanci rovnou 1 (μmol·l–1) 
určený z regresní přímky kalibrační křivky glukosy, 
t … čas (min), 
V … objem odebraný z reakce (l). 
Vypočtená aktivita v eluátu či supernatantu byla vztažená na 1 mg bílkovin. 
  
5.6.5 Stanovení bílkovin v kultivačním médiu 
Zkumavky s 0,25 ml kultury, 0,5 ml 10 M NaOH a 3,5 ml destilované vody byly povařeny 
10 minut na vodní lázni, poté ochlazeny a bylo k nim přidáno 0,25 ml 25% CuSO4·5H2O. 
Po promíchání byla měřena absorbance při 550 nm proti blanku (blank obsahoval místo 
vzorku destilovanou vodu). 
Množství bílkovin bylo vypočteno z rovnice regresní přímky kalibrační křivky albuminu: 
y = 0,0335 x - 0,0009 (Graf 3). 
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6 VÝSLEDKY 
 Pro sledování produkce extracelulární polygalakturonasové a celulolytické aktivity pomocí 
vybraných mikroorganismů byly jako substrát zvoleny hroznové výlisky jakožto odpadní 
materiál rostlinného původu. 
Kultivace probíhala po dobu 14 dní, během nichž byly v určitých časových intervalech 
(po dvou, sedmi, devíti a čtrnácti dnech kultivace) odebírány vzorky a v získaném eluátu 
či supernatantu bylo zjišťováno množství redukujících látek, celulolytická aktivita, 
polygalakturonasová aktivita a obsah bílkovin. 
 
6.1 Produkce vybraných enzymů pomocí Aspergillus niger 
K testování byl použit mikroorganismus Aspergillus niger (CCM-F 8189). Kultivace byla 
provedena způsobem SSF v koloně a submerzním způsobem v Erlenmeyerově baňce. 
Kultivace byla provedena za sterilních podmínek tak, že byl substrát a nádoba nejdříve 
vysterilizovány a následně zaočkovány výše zmíněným mikroorganismem. 
Následně byly monitorovány redukující látky. Graf 4 vyjadřuje závislost produkovaných 
redukujících látek na počtu dnů kultivace pomocí přesně definovaného mikroorganismu 
způsobem SSF a submerzním. 
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Graf 4 Závislost množství produkovaných redukujících látek na počtu dnů kultivace 
 
Protože jsme předpokládali, že testované enzymy jsou produkovány do prostředí, byl eluát 
z kolony a supernatant z Erlenmeyerovy baňky testován na specifickou celulolytickou aktivitu 
(Graf 5) a taktéž na specifickou polygalakturonasovou aktivitu (Graf 6). 
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Graf 5 Závislost specifické celulolytické aktivity na počtu dnů kultivace 
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Graf 6 Závislost specifické polygalakturonasové aktivity na počtu dnů kultivace 
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Graf 7 Závislost množství produkovaných bílkovin na počtu dnů kultivace 
 
Závislost množství produkovaných bílkovin na počtu dnů kultivace pomocí původní 
směsné kultury vyjadřuje Graf 7. 
Aktivitu sledovaných enzymů vyjádřenou na objem eluátu nebo supernatantu odebraného 
z reakce uvádí Tab. 1. 
 
Tab. 1 Přehled hodnot celulolytické a polygalakturonasové aktivity u kultivace za pomoci 
přesně definovaného mikroorganismu 
 
Počet dnů kultivace  
2 7 9 14 
Celulolytická aktivita (mmol·l-2·min-1) 
Kultivace v koloně 17,4124 7,72428 0,0000 0,0000 
Kultivace v Erlenmeyerově baňce   0,0000 5,76048 5,3023 7,6588 
Polygalakturonasová aktivita (μmol·l-2·min-1) 
Kultivace v koloně 16,3309 0,0000    3,0305 65,5341 
Kultivace v Erlenmeyerově baňce   8,7126 0,0000 34,0929 22,0973 
 
 
6.2 Produkce vybraných enzymů pomocí mikroorganismů vyskytujících 
se na hroznových výliscích 
Kultivace byla provedena opět způsobem SSF v koloně a submerzním způsobem 
v Erlenmeyerově baňce a byla provedena v přirozených podmínkách - bez zaočkování, 
přítomny byly pouze mikroorganismy, které kolonizují hroznové výlisky po průmyslovém 
zpracování hroznového vína. 
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V tomto případě byl taktéž monitorován obsah redukujících látek (Graf 8), bílkovin 
(Graf 11) a specifická celulolytická (Graf 9) a polygalakturonasová aktivita (Graf 10). 
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Graf 8 Závislost množství produkovaných redukujících látek na počtu dnů kultivace 
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Graf 9 Závislost specifické celulolytické aktivity na počtu dnů kultivace 
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Graf 10 Závislost specifické polygalakturonasové aktivity  na počtu dnů kultivace 
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Graf 11 Závislost množství produkovaných bílkovin na počtu dnů kultivace 
 
Závislost množství produkovaných bílkovin na počtu dnů kultivace pomocí původní 
směsné kultury vyjadřuje Graf 11. 
Aktivitu sledovaných enzymů vyjádřenou na objem eluátu nebo supernatantu odebraného 
z reakce uvádí Tab. 2. 
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Tab. 2 Přehled hodnot celulolytické a polygalakturonasové aktivity u kultivace za pomoci 
využití původní směsné kultury 
 
Počet dnů kultivace  
2 7 9 14 
Celulolytická aktivita (mmol·l-2·min-1) 
Kultivace v koloně 40,7161   0,0000 4,9750 0,0000 
Kultivace v Erlenmeyerově baňce   0,0000 16,2341 2,4220 1,1128 
Polygalakturonasová aktivita (μmol·l-2·min-1) 
Kultivace v koloně 57,2424 33,0827 18,4354 25,5065 
Kultivace v Erlenmeyerově baňce   0,0000 13,2584 53,9594   0,0000 
 
6.3 Porovnání výsledků dosažených s přesně definovanou a původní kulturou 
Stanovení redukujících látek bylo provedeno pomocí metody podle Somogyiho a Nelsona, 
jejímž základem je vznik barevného arsenično-měďnatého komplexu. U všech způsobů 
kultivace byly přítomny redukující látky, což bylo pravděpodobně způsobeno i přítomností 
celulolytických enzymů, které katalyzují degradaci rostlinných polysacharidů, 
které obsahoval testovaný materiál. Nejvyšší hodnota redukujících látek byla zaznamenána 
druhý den kultivace a to v koloně, která nebyla zaočkována Aspergillus niger, ale obsahovala 
původní směsnou kulturu (Graf 8). U média zaočkovaného Aspergillus niger byla nejvyšší 
hodnota redukujících látek pozorována taktéž druhý den kultivace (Graf 4). Nejnižší hodnota 
redukujících látek byla při kultivaci v koloně, která byla zaočkována výše zmíněným 
mikroorganismem, čtrnáctý den kultivace (Graf 4). U všech způsobů kultivace bylo nejméně 
redukujících látek produkováno čtrnáctý den. 
Nejvyšší specifická celulolytická aktivita byla zaznamenána po čtrnáctidenní kultivaci 
v Erlenmeyerově baňce, která byla zaočkována Aspergillus niger, zatímco po dvou dnech 
u stejného způsobu kultivace celulasy nebyly produkovány vůbec (Graf 5). Při kultivaci 
v koloně byly celulasy produkovány pouze druhý a sedmý den kultivace (Graf 5). Celulasy 
u média s divokou směsnou kulturou v Erlenmeyerově baňce byly produkovány až po týdenní 
kultivaci a jejich nejvyšší produkce byla zaznamenána čtrnáctý den kultivace (Graf 9). 
Zatímco u stejného média kultivovaného v koloně byla nejvyšší specifická celulolytická 
aktivita již druhý den kultivace (Graf 9).  
Nejvyšší specifická polygalakturonasová aktivita byla jednoznačně po čtrnáctidenní 
kultivaci v koloně u média zaočkovaného mikroorganismem, zatímco nejnižší sedmý den 
(Graf 6). U submerzního způsobu kultivace byly polygalakturonasy produkovány 
v zaočkovaném médiu až devátý den kultivace (Graf 6). U média s divokou směsnou kulturou 
při kultivaci v koloně byla pozorována nejvyšší specifická aktivita polygalakturonas sedmý 
den, u média v Erlenmeyerově baňce byla produkce zjištěna jen sedmý a devátý den, 
kdy devátý den byla specifická aktivita mnohonásobně větší než den sedmý (Graf 10). 
Nejvyšší hodnota bílkovin byla pozorována u média s původními mikroorganismy, 
a to při kultivaci v Erlenmeyerově baňce sedmý den kultivace a u stejného způsobu byla 
zaznamenána nejnižší hodnota bílkovin devátý den kultivace (Graf 11). U média 
zaočkovaného  Aspergillus niger a kultivovaného v koloně byla nejvyšší hodnota 
produkovaných bílkovin  pozorována sedmý den kultivace, nejnižší devátý a čtrnáctý 
den (Graf 7). V Erlenmeyrově baňce jejich nejvyšší hodnota byla zaznamenána sedmý 
a devátý den, nejnižší hodnota čtrnáctý kultivační den (Graf 7). 
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 8 DISKUZE 
Kultura Aspergillus niger při kultivaci na hroznových výliscích způsobem SSF v koloně 
produkovala celulolytické a polygalakturonasové aktivity podobně, jako produkovala kultura 
Aspergillus awamori, která byla kultivována způsobem SSF na Petriho miskách [13]. 
Při kultivaci Aspergillus niger byla celulolytická aktivita monitorována již na počátku 
kultivace, stejně tak jako u studie s Aspergillus awamori, přičemž aktivita klesla sedmý den 
a následně již detekována nebyla. V literatuře se uvádí, že různé zemědělské odpady obsahují 
lignin, který inhibuje celulolytickou aktivitu [13]. 
Produkovaná polygalakturonasová aktivita do média, které bylo zaočkováno 
Aspergillus niger, nebyla detekována na počátku kultivace. Prudký nárůst 
polygalakturonasové aktivity byl až ke konci kultivačního období s maximální hodnotou, 
která byla monitorována čtrnáctý den kultivace. Podobný nárůst aktivity byl pozorován 
při kultivaci Aspergillus awamori na Petriho miskách způsobem SSF [13]. 
Při kultivaci Aspergillus niger submerzním způsobem, byla polygalakturonasová aktivita 
taktéž zaznamenána až ke konci kultivačního období, stejně tak jako při kultivaci 
Aspergillus niger na slunečnici způsobem submerzním [31]. 
V rámci kultivace odpadního materiálu kolonizujícími mikroorganismy byly taktéž 
produkovány sledované enzymy jak způsobem SSF tak i způsobem submerzním. 
Celulolytická aktivita byla produkována podobně, jako u kultivace Aspergillus niger 
na hroznových výliscích způsobem SSF. Avšak nejvyšší produkce polygalakturonas 
způsobem SSF v koloně byla sedmý den kultivace, submerzním způsobem to bylo v den 
devátý. 
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 9 ZÁVĚR 
Cílem práce bylo ověřit produkci vybraných enzymů na hroznových výliscích, porovnat 
produkci těchto enzymů při kultivaci Aspergillus niger, anebo využitím mikroorganismů, 
které jsou přirozenou mikroflórou kolonizující tento odpadní materiál, a následně 
pak porovnat dva způsoby kultivace z hlediska produkce vybraných enzymů. 
Jako nejvhodnější způsob kultivace pro nejvyšší celulolytickou aktivitu se jeví submerzní 
kultivace, kdy médium bylo zaočkovaného přesně definovaným mikroorganismem, 
v Erlenmeyerově baňce. Pro největší produkci polygalakturonas se jeví vhodná kultivace 
média s původní směsnou kulturou způsobem SSF v koloně.  
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11 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 
např. například 
 for example 
BS buněčná stěna 
 cell wall 
tzv. takzvaně 
 in other words 
CMC karboxymethylcelulosa 
 carboxymethyl cellulose 
PE pektinesterasa 
 pectinesterase 
aj. a jiné 
 and so on 
SSF solid state fermentation 
 solid state fermentation 
tj. to jest 
 that is 
EMP dráha Embden-Mayerhof-Parnasova dráha 
 Embden-Mayerhof-Parnas Pathway 
E-D dráha Entner-Doudoroffova dráha 
 Entner-Doudoroff Pathway 
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